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第一章  引   言 
 
近十年来 随着沿海河口 港湾地区经济的迅速发展 环境污染 生态破坏等问题日益
严重 大量工业和生活废水 废物的排放 使得沿海海域的水质 底质和生态环境日益恶化
有毒污染物在环境中的积累和食物链的累积效应已成为当今一大不可忽视的环境问题 多环
芳烃作为海洋环境污染物黑名单之首 广泛分布于海洋环境中, 由于其潜在的毒性 致癌性
及致畸诱变作用 Baird, 1995  Stegeman and Lech, 1991. 通过生物累积及食物链的传递
作用 给海洋生物体 生态环境和人体健康带来极大危害 引起了各国环境科学家的极大重
视,了解多环芳烃在海洋环境中的来源 分布 归宿及去除问题 已成为当今环境科学研究
领域的前沿课题  
 
                                                                                            
第一节 多环芳烃对海洋环境的污染 
 
多环芳烃 PAHs 是由两个或两个以上的苯环以线形排列 弯接或簇聚的方式而构成
有机物在高温下可随时生成 PAHs 大多数 PAHs不溶于水 沸点高达 150-525 熔点也很
高 可达 101-438 分子量在 128-300 由于其自身的疏水性及低水溶性 能很快进入到
沉积环境中 可长期存在 随着苯环数量增加 脂溶性越强 水溶性越低, 在环境中存在时
间越长 遗传毒性越高 致癌性增强(Cerniglia 和 Heitkamp , 1989  Harvey, 1997  Zander, 
1983 ) 美国环保局在 80年代初把 16种未带分支的 PAHs 图 1-1 确定为环境中的优先污
染物 Varanasi, 1989 我国也把 PAHs列入环境优先监测的污染物黑名单中  
 
一 PAHs的来源与分布 
海洋环境中 PAHs 的来源主要有三种途径 生物代谢合成 地球化学作用合成以及人
类活动的输入 前两者属于天然的 PAHs 来源 包括微生物和高等植物合成 以及火山活
动 海底漏斗 森林大火和沉积物矿化等过程 人类活动的输入是海洋环境中 PAHs 的主
要来源 包括 石油污染 石油产品 原油及其所有产品中都含有 PAHs 油轮泄漏
机动船舶含油废水排放 泄漏 煤 石油等天然燃料的不完全燃烧 煤灰 汽车尾气
喷气式飞机排气等 它们以城市生活污水 工业废弃物 大气沉降和地面径流的形式和途
径进入到海洋环境中 每年有数十万吨石油产品和原油从炼油厂和石化厂的废弃物中排放
到世界范围的海洋环境中 Hoffman 等 1984 由于燃料燃烧过程产生的 PAHs 尤其在
北半球工业化地区 经大气传输 可产生世界范围 PAHs的迁移作用 Simoneit等 1981
有关研究表明 由燃烧产生的 PAHs 经空气传输是天然环境中 PAHs 的最主要来源 世界
海洋中约 10%~18%的 PAHs来源于大气沉降(余顺 1989 Connel 等 1981)  
PAHs在水体中以三种状态存在 即溶解态 乳化态以及吸附在悬浮性固体上 近年调
查表明 国内外各种水体都普遍受到 PAHs污染 特别是工业发达地区 靠近油田和其他污
染源的 PAHs浓度可高达 50 g/L 大洋和未污染的水体中 PAHs含量往往低于 1 g/L 赵
云英等 1998 Law 等 1997 调查了英格兰岛和威尔士附近海域 PAHs 的含量 发现远
岸通常较低或检测不到 海岸带或港湾较高 PAHs浓度在检测不到至 7~10 g/L之间 几
乎比远岸站点最高浓度高 3 个数量级 另外 有调查表明 由于大气输入 水表层微层中















Naphthalene Acenaphthene Acenaphthylene Fluorene  
 
 
Phenanthrene Anthracene Fluoranthene Pyrene  
 
 
Benzo(a)Anthracene Chrysene Bnezo(b)Fluorathene Benzo(k)Fluoranthene  
 
 
Benzo(a)Pyrene Dibenz(a,h)anthrancene Benzo(ghi)perylene Indeno(1,2,3-cd)pyrene  
 
 
图 1-1 16种优先监控多环芳烃的结构图 
Fig. 1-1: Chemical structures of sixteen individual PAH compounds which have been 













未取代 PAHs 一般分布在湖 河和沿海地区的表层沉积物中 Cerniglia, 1992 由于
PAHs 特别是 3环以上高分子量的 PAHs具有较低的水溶性和蒸气压 使其极易吸附在颗
粒物上而进入天然水体 并以较高的富集倍数沉淀于底部沉积物 Meador et al., 1995 因
此沉积物中 PAHs含量往往高于水体几个乃至几十个数量级 Witt等 1995年对波罗地海水
体及沉积物中 PAHs的研究表明 与上覆水中 PAHs相比 表层沉积物中的 PAHs含量要高
出 105~106 海水中以 2-3环的 PAHs如 萘 苊烯 菲为主 而沉积物中则以 5-6环的 PAHs
为主  
沉积物中 PAHs是水生生物 特别是海洋生物 PAHs重要污染源 常见的 PAHs有苯并
a 芘 荧蒽 芘和蒽 PAHs在沉积物中的含量范围从几个 g/kg到 g/kg 高浓度的 PAHs
通常出现在重工业和人口密度高的地区 可达 500 g/kg~9.8g/kg (Albert, 2000) 港湾由于
其特殊的地理位置 河流的输入 各种生活和工业废水的排入 空气中 PAHs 的沉降 海
水的动力学作用引起的颗粒沉积 已成为 PAHs主要的汇集地 Brown and Maher 1992
Shiarish和 Jambard 1986年的研究表明 波斯敦 Boston 港附近沉积物中高浓度的 PAHs
718mg/kg 源于城市的污水排放 Paine (1996)的研究结果表明 沉积物中高浓度的苯并
(a)芘与附近的铝冶炼厂有关 靠近冶炼厂站位的沉积物中苯并(a)芘的含量高达 110mg/kg  
而在远离冶炼厂站位其含量却只有 0.135mg/kg   
沉积物中 PAHs的含量自十九世纪后呈明显上升趋势 峰值出现在二十世纪的 50年代
以后 Hites等 1980 Heit等 1981 的研究也表明 近代沉积物 0~4cm 中的 PAHs
含量远远高于早期 深层沉积物中的 PAHs 表层沉积物中苯并 a 芘的平均值为 0.13~0.69
10-6g/g 50cm 以下沉积物中平均值仅为 1.0 10-9 g/g 表层沉积物中荧蒽 芘和蒽的测
定值分别为 0.85 10-6 0.63 10-6和 0.03 10-6 g/g 相应于 50cm以下的值分别为 4.0 10-9




海洋环境中存在着大量各种各样的 PAHs 化合物 它们不仅对海洋生物有毒性和致
癌作用 而且可以通过海产品转移到人类  
1 PAHs在海洋生物中的蓄积 
海水鱼和淡水鱼体内都发现含有 PAHs 鱼体从水体中摄取 PAHs随接触浓度的增加而
加快 且不同化合物其富集倍数也不同 如萘 芴 菲 苊和苯并 a 芘的富集倍数分别
为 80 150 75 390和 930 以石油为主的污染物在水体中的沉降往往导致其在鱼组织中
迅速短期积累 赵云英 马永安. 1998 Woodward 等 1981 的研究表明 把乌贼暴露
于原油 90天 其组织中的主要 PAHs与原油中相同 萘和苯的富集倍数分别为 150和 450
表 1-2列出了 PAHs在一些水生生物中的残留量 引自金相灿 1990  
PAHs 被生物体蓄积后可分布到各组织器官 不同的组织富集能力和释放速度都不同
杨广杏 1997 朱必凤 1996 温度 季节 生物的摄食习惯 生态类型 PAHs的存
在状态等因素都会影响海洋生物对 PAHs的蓄积 Baumard 等 1999 调查了德国 法国
西班牙不同海域沉积物与贻贝 Mytilus edulis, Mytilus galloprovincialis 体内 PAHs的含量
结果发现 贻贝对 PAHs 的蓄积特征与它们所暴露的 PAHs 的水溶性成分 颗粒态成分
水体中石油的存在以及贻贝的地理分布等因素有关 在地中海贻贝主要暴露于 PAHs 的水
溶性成分 而在波罗的海和大西洋 以颗粒态存在的 PAHs是贻贝蓄积的主要来源  
2 PAHs对海洋生物的毒性作用 
天然环境中 PAHs按其物化性质可分为两类 一类为带有 2~3个苯环的低分子量的芳













第二类为带有 4~7个苯环的高分子量芳烃 如芘 荧蒽 屈 苯并 a 芘 晕苯等 这些
化合物沸点高 不易挥发 具有遗传毒性 Lijinsky, 1991; Mersch-Sundermann 等, 1992; 
Nylund et al., 1992; Phillips, 1983 图 1-2为几种常见 PAHs的理化和毒性特征 随着苯环
数量增加 PAHs的水溶性越低, 遗传毒性和致癌性越强  
PAHs进入海洋生物体内后 首先被细胞色素 P450依赖性的混合功能氧化酶(MFO)代
谢 将氧引入底物分子 然后一些内源性分子如谷胱甘肽 葡萄糖醛酸等在第二阶段酶的
催化下被氧化后的 PAHs代谢物结合形成低毒而且易于排除的产物 刘发义等 1991 Neff, 
1979 但某些 PAHs经细胞微粒体中的混合功能氧化酶 MFO 激活后转化为致癌物 芳
烃类致癌物的结构/活性相关研究的结果认为 PAHs 是通过在蛋白质的酮-稀醇互变异构
过程中起一种催化作用 从而导致了细胞蛋白质分子的不可逆转变 进而促进细胞的癌变
王连生 1995 此外 在 PAHs的代谢过程中往往伴随着大量自由基的产生 自由基具
有很强的亲电性 极易与各种生物大分子结合 导致酶失活 蛋白质结构变化 DNA断链
脂质过氧化等一系列氧化损伤 并进一步引起细胞组织器官的病理变化  
 
表 1-1 PAHs在一些水生生物中的残留量 g/g  
Table 1-1: PAH compounds concentration g/g  detected in a number of marine organisms 
from around the world 
化合物 地区 水生生物 平均值 最大值 
芘 Baltimore峡谷 成熟期比目鱼 2.7 4.1 
芘 Manhasset海峡 贻贝  370 
芘 George湖 贻贝  90 
苯并(a) 芘 美国东海岸 介壳水生生物 1.3 3.0 
甲基芘 Baltimore峡谷 成熟期比目鱼 1.9 2.7 
荧蒽 Biloxi, MS 贻贝  90 
荧蒽 George湖 贻贝  60 
苯并(a)蒽 Baltimore峡谷 成熟期比目鱼 0.7 1.1 
苯并(a)蒽 美国东海岸 介壳水生生物 2.0 8.0 
萘 Biloxi, MS 贻贝  120 
菲 George湖 贻贝 300  
芴 Erie湖 鱼肚 15.4 15.4 
 
 
由于 PAHs 化学结构的特性 它能稳定地吸收可见光 400-760nm 和紫外线
280-400nm 而且对紫外线辐射的光化学效应特别敏感 越来越多的证据表明 PAHs对 
水生生物的真正威胁来自于紫外线辐射后产生的光诱导毒性 即使当水中 PAHs 含量远低
于其溶解性范围时 光照也可以诱导或者是显著增强 PAHs对鱼类的毒性 Davenport等
1991 Ankley等 1994  
PAHs 的长期和亚致死量的接触可降低生物的生长率和生产力 在野外调查中发现某
些鱼类肝脏和皮肤瘤形成的增加与水域 PAHs 污染有关 Malins 等 1990 研究发现采自
被致癌物木馏油严重污染的华盛顿州 Eagle 港的鱼体中有肝瘤形成发生 在形成肿瘤的肝
组织的 DNA 中存在着 2 6-二氨-4 羟-5-甲酰氨基嘧啶 这被认为是羟自由基攻击鸟嘌呤
C-8 位点后造成的基本损伤 这种损伤在无瘤形成的组织和无污染对照位点的鱼体组织中













降 化学发光反应 吞噬能力 趋化反应减弱 从而增加对传染性疾病的易感性 把藻类
暴露于 PAHs会导致叶绿素的迅速降低 细胞和无机组成的变化 其结果往往造成蛋白质 
水平下降 碳水化合物和类脂物增高 这些变化常常造成死亡率增加 Hutchinson等 1991  
 
 PAH MW Sol (mg/L) Genotoxicity 









































































     
图 1-2 PAHs的理化和毒性特征 引自 Cerniglia 1992  
Fig. 1-2: Chemical structures, physical and toxicological characteristics of PAHs Cerniglia 1992  
 
第二节  海洋环境中降解 PAHs的微生物 
 
PAHs在环境中的归宿包括挥发 光氧化 化学氧化 生物积累 颗粒吸附及微生物降
解等 研究表明微生物降解在该污染物的迁移转化乃至最终从环境中消失的过程中占有重要
的地位, 是环境中 PAHs 去除最主要的途径(Gibson 等 1975 Sims 等 1983) 图 1-3
在海洋环境中分布着数量极其庞大 种类繁多的微生物 它们在物质循环 能量流动 生态




一 降解 PAHs的海洋微生物种类 













的沉积物环境中的微生物能提高 PAHs 的降解速率 Bauer & Capone, 1988; Thomas 等 
1989 Herbes (1978)的研究中发现受污染环境中 PAHs 的转化率是未受污染的 3000 倍以
上 微生物会逐渐适应污染区的特定条件 因此 为了缩短适应的期限 提高 PAHs的生物













图 1-3 PAHs归宿框架图 




养后 再将其引入受同类 PAHs污染的区域 常常能起到有效的作用 Vecchioli等 1990
报道了用这种方法处理受石油污染的土壤 烃的去除率提高了 22% 由此可见 从受污染环
境中分离能高效降解 PAHs的优势微生物菌株 是当前进行 PAHs污染环境生物修复的关键
所在  
人们对单一微生物菌株和混合微生物菌株降解 PAHs 已进行了多年的研究 并已分离
出多种具有 PAHs降解能力的细菌 真菌和藻类(Harayama 1997) 一般来说 PAHs的降解
速度与芳香环数目有关 因此低分子量的 PAHs(含 2-3个芳香环)的降解速度比高分子量的
PAHs(含 4个和 4个以上芳香环)要快得多(Sims 1988) 人们对降解低分子量的 PAHs的微
生物的研究已比较深入 并且研究多集中在土壤和淡水沉积物中 PAHs 的微生物降解 对
于高环 PAHs 海洋环境中 PAHs的生物降解研究却并不广泛 Harayama, 1997 Wilson等
1993 孙铁珩等 1998,  
目前 已从海洋沉积物中分离到了一些降解PAHs的微生物 大多数是对低分子量PAHs
如萘 菲等有降解能力的微生物 文献报道的一些海洋环境中降解 PAHs 的微生物列于表
1-2 其中 Cycloclasticus Vibrio Pseudalteromonas Neptunomonas 等属的一些种 是海
洋特有的微生物 因此可以认为海洋环境 PAHs 降解中很重要的一部分是由海洋特有的微
生物来完成的 人们虽然也从海洋沉积物中分离得到了假单胞菌和 Sphingomonas菌 
株 但这些菌株以及其它由土壤及淡水沉积物中分离得到的 PAHs 降解菌株















表 1-2 海洋环境中降解 PAHs的微生物 
Tab. 1-2 PAHs degrading microorganisms in marine environment 
化合物 微  生  物 参考文献 
萘 
naphthalene  
Pseudomonas putida PpN1 Pseudomonas 
stutzeri strains Pseudomonas testosteron
Pseudalteromonas Marinobacter sp.
Moraxella sp. Sphingomonas  
aromaticivorans F199 Cycloclasticus  sp.
Neptunomonsa  naphthovorans Capitella  
capitata Oscillatoria sp. strain JCM 
Ferrer等 1986 Garcia-Valdes等
1988 1989 Bosch等 2000 Hedlund
等 1996 1999 Gauthier等 1992
Tagger等 1990 Romine等 1999
Geiselbrecht等 1996 1998 Bauer
等 1988 Cerniglia等 1980  
苊烯 
Acenaphthene  






Pseudomonas sp. Flavobacterium Vibrio  
cyclotrophicus Vibrio  parahaemolyticus 
Vibrio  fluvialis Vibrio  sp. Nocardioides  
sp.  KP7 Mytilus  edulis Cycloclasticus  
strains Enterobacteriaceae Agmenellum  
quadruplicatum  PR-6 Oscillatoria  sp.  
strain  JCM Candida  krusei Candida  
zeylanoides Trichosporon  penicillatum
Torulopsis  glabrata Rhodotorula  rubra  
Shiaris 等,1983  Okpokwasili 等
1984  Geiselbrecht等 1996  West
等, 1984  Saito 等, 1999  Pipe
等, 1986  Geiselbrecht等, 1998  




Cycloclasticus sp.; Acinetobacter 
calcoaceticus; Alcaligenes odorans; 
Cycloclasticus pugetii 
Geiselbrecht等, 1998 Lal & Khanna, 
1996;  Dyksterhouse 等 1995. 
 
Hedlune 等(1999)从华盛顿 Eagle 港被煤焦油及杂酚油污染的海洋沉积物中分离到两株
Neptunomonas naphthovorans,采用的方法是沉积物稀释 20,000倍后涂平板 检测得到的细菌 
数为每毫升沉积物有 2 104个细胞 尽管该种细菌毫无疑问是优势菌群 但利用 PAH-MPN
技术却没能分离出这种细菌 只分离到 Cycloclasticus Vibrio和 Pseudalteromonsa属的细菌.
因此虽然用相同的生理指标 但由于采用不同的分离策略将可能分离出不同的细菌. 
Shiaris 实验室(1989)认为从海洋环境分离得到的优势菌可能比从陆地分离到的菌株在
海洋环境 PAHs 降解中的作用更重要 至今为止 已进行了系统发育分析的海洋 PAHs 降
解菌还不多 只有 Cycloclasticus pugetii (Geiselbrecht 等 1998) Marinobacter 
hydrocarbonoclasticus (Gauthier 等 1992) Vibrio sp.(Allison 等 1996)和 Neptunomonas 
naphthovorans (Brian 等 1999)等  
在海洋环境中丝状真菌和酵母菌非常普遍 它们在 PAHs降解中的作用也非常重要 已
分离出一些具有 PAHs降解能力的海洋丝状真菌和酵母 如 Trichosporon Penicillatum 降解
菲的能力特别强(Fedorak等 1984  Kirk等 1988  Macgillivray 等 1993) 由于 Trichosporon
菌株能利用十六烷和煤油 因此 Trichosporon 菌株可以作为检测 PAHs 降解的酵母菌模式
菌株应用于生物修复  
酵母菌在营养丰富的水中数量较多 在未被污染的水中数量较少 在海岸沉积物中 酵
母菌的浓度从 102 104个/g不等 Macgillivray等 1993 对分离得到的 13株酵母菌的转化
菲实验表明 它们降解活力范围较宽 120h 的降解率为 0.15 8.15 mol/g 相当于每个细













[3.6 10-11 mol/个 细胞 ] 因此可以说酵母菌用于降解多环芳烃具有巨大潜力  
 
二 环境中 PAHs降解菌对 PAHs污染的指示作用 
环境中数量庞大 种类繁多的微生物 其细胞极端微小 分裂时间短 对环境的变化能
迅速作出反应 使群落结构 生物量 生产力等发生变化 而被认为是环境变化最有效的一
群指示生物 有关这方面的文献报道很多 如利用抗重金属菌检测海洋中的重金属污染 酚
利用菌的菌数用来监测海洋中的酚污染 石油利用菌的菌数用来检测海洋中的石油污染 主
要集中于 C10-C20直链烷烃的研究 而对于海洋环境抗 PAHs菌的检测 国外学者研究较多
(Geiselbrecht.A.D. 1996; Bogardt, 1992; Shiaris, 1983), 而我国有关这方面的研究文献则尚
未见到  
PAHs 诱导作用及微生物对长期暴露于 PAHs 的适应性都能促进环境中 PAHs 的降解
环境中 PAHs 降解微生物与 PAHs 的含量密切相关 一般来说 污染的海洋沉积物中 PAHs
降解菌的数量比未污染海洋沉积物中的多 并且降解 PAHs的能力也远远高于未受污染区域
(Allison et al 1996) Mcnally 等(1998)对 Keweenaw湾和 Trenton海峡的微生物调查中 发
现在这两个区域的异氧菌总数和PAHs的降解微生物的数量相当 而微生物的优势菌株不同
Keweenaw湾 68种 的微生物种类多于 Trenton海峡 57种 但 Keweenaw湾 3种 PAHs
降解微生物的种类明显少于 Trenton海峡 18种 两者区别的原因在于受 PAHs污染程度
的不同 Geiselbrecht 等(1996)研究中 采用 PAH-MPN法测定 Puget Sound中不同站点的沉
积环境 PAHs降解微生物的分布 Puget Sound中 PAHs的主要来源是杂酚油 该化合物的
PAHs含量达到 85%以上 发现在受到 PAHs严重污染的区域 降解微生物的含量达到 107/g
而在污染程度较轻的区域 降解微生物的含量仅为 10
3
/g    
利用微生物为主体的生物修复技术在现场清除有机污染的过程中日显重要 由于在自
然环境中存在的溶解氧 或其他电子受体 不足 营养盐缺乏和高效降解微生物生长缓慢等
限制因素 微生物自然净化速度很慢 需要提供氧气或其他电子受体 添加营养盐等手段
促进土著降解菌的生长以迅速去除污染物 在生物修复前对污染现场的评价常涉及有机污染
物降解菌数量的检测 以设计要加的氧气和营养盐的水平 微生物在消除有机污染物时种群
数量会表现很高 尤其是有机污染物降解菌的数量 随着污染物浓度的下降 污染物降解菌
的数量也会降低(Bogardt, 1992) 因此 环境中降解菌的种群动态 微生物群落结变化等特
征对有机污染的水平及生物修复的程度具有一定的指示作用  
对于环境中 PAHs 降解菌的检测 需要一种计数技术 它迅速 安全 价格便宜 又




皿 且培养时间长 需要 1~4个月才能得到满意的结果 Mills等 1978; Geiselbrecht, 1996
双层平板计数技术 是将环境样品接种到冷却的但仍呈溶解状态的琼脂液中 琼脂液中均匀
地混有 PAHs 然后将这种琼脂液倒入已凝固的无机盐琼脂底板表面 这样既避免了污染又
可以通过 PAHs消失而产生的透明圈来识别降解菌 Kästner等 1994   
随着分子生物学的飞速发展 一些分子手段已被用来鉴定环境样品中的 PAHs 降解微
生物(Mueller 等 1997 Ahn 等 1999 Hamann 等 1999)或对不同酶的检测(Meyer 等
1999)等 磷脂脂肪酸具有微生物种的特异性 该特异性随生长条件而改变 因此相对于个
别种的定量鉴定而言 更宜用作监测群落结构发生变化的指标(Bossio 等 1998)  近些年
来 PCR-DGGE 的方法已越来越多地用于环境微生物群落的结构和功能的多样性的分析













度从上到下 从低到高呈线性梯度 在一定的温度 一定的变性剂浓度下 序列不同的产物
其部分解链程度也不同 而产物解链程度又直接影响其电泳迁移率 结果不同的产物在凝胶
上分离开来 PCR-DGGE的原理是直接从环境样品中抽提 DNA 用和 16SrDNA保守区互补
的一套引物进行 PCR 再将 PCR 产物进行变性梯度凝胶电泳 denaturing-gradient gel 
electrophoresis DGGE 分离产物混合物 PCR-DGGE方法的最大优点是可不经过分离培养
微生物 而直接从自然环境样品中提取 DNA 而且该方法允许多个样品快速初筛 因此在
区别不同种群的最初调查及数量上占优势群落的鉴定中非常有用 Murray(1996)等为了证实
San Francisco海湾和 Tomales海湾的浮游细菌群落组成的不同 利用 PCR-DGGE的方法对
这些浮游细菌集群的系统发育组成进行了分析 证实正是由于细菌种群上的差异 导致了两
个海湾 PAHs代谢能力的差异  
分析微生物群落结构的方法还有 PCR-RFLP PAPD 等 但均未见用于海洋环境 PAHs
降解菌群落分析的报道 Robert et al (2000)认为 随着对高分子量 PAHs降解群落的微生物
生态学和其生物降解机制的了解加深 可以预测这些化合物的环境命运 乃至能在不久的将




第三节  PAHs的微生物降解代谢机理 
 
生物代谢对于 PAHs的在环境中的化学行为起着重要作用 其中微生物降解作用尤其显
著 其主要以两种方式进行代谢 1. 以 PAHs作为唯一碳源和能源 2. PAHs与其它有机质
进行共代谢; 从而最终将污染物转化为微生物自身的生物量及稳定 无毒的有机物和 CO2
水  
一 微生物对 PAHs的代谢 
PAHs作为一类难降解物释放到环境中后 必然对微生物产生强大压力 这些微生物经
过一系列突变 基因重组 易位及其他的遗传调控来创造新的酶促功能 以作用于 PAHs及
其以后的代谢产物 这类基因发生遗传重组 组织连续的代谢步骤的基因进入单个的遗传单
位 然后和转移质粒结合 形成具有降解能力的质粒 这些质粒在微生物之间传递 因此这
种降解功能可在环境中扩展 当然也可以通过导入质粒的方法创造新菌株 获得新的的降解
能力 张从 2000  
在一般的条件下 原核生物和真核生物对 PAHs的微生物降解都需要氧气的参与 产
生氧化酶 使苯环降解 微生物加氧酶有两种 即单加氧酶和双加氧酶 丝状真菌一般产 
生单加氧酶 对 PAHs降解的第一步是羟基化 PAHs 即把一个氧原子加到底物中形成芳烃 
化合物 继而氧化为反式双氢乙醇和酚类 Fiechter, 1993; Barbosa, 1996  细菌主要产生
双加氧酶 对 PAHs 降解的第一步是苯环的裂解 把两个氧原子加到底物中形成双氧乙烷
(Albaiges, 1983) 进一步氧化成顺式双氢乙醇(Cerniglia, 1984; Heitkamp等, 1988; Kelly等, 
1991; Koreeda等, 1978 Jerina等, 1976; Evans等, 1956) 双氢乙醇可继续氧化为儿茶酸
原儿茶酸和龙胆酸等中间代谢物 接着苯环断开 产生琥珀酸 延胡索酸 乙酸 丙酮酸
和乙醛 降解中的产物被微生物用来合成自身的生物量 同时产生 CO2和 H2O 微生物在
加氧酶的作用下氧化 PAHs的途径见图 1-3  PAHs最初的氧化即苯环的加氧是 PAHs微生
物降解反应的速控步 此后降解进程加快 没有或很少有中间代谢物的积累 Cerniglia 
1992 PAHs 的酶降解具有很强的区域性和选择性 对海洋微生物如何利用 PAHs 的途径
和机理 人们还知之甚少 近些年在低分子量的 PAHs 如萘 菲等的降解机理方面有所进















图 1-4 PAHs的代谢途径 引自 Cerniglia,1992  
Fig. 1-4: Pathw atic hydrocarbons 
1




粒已被分离 Garcia-Valdes 等 (1989)分离到降解萘和其它芳香化合物的海洋细菌
Pseudomonas s tzeri和 Pseudomonas testosteronitu 这些细菌没有 1 2-双加氧酶活性 而是
通过 2 3-双加氧酶 C230 催化芳香环的裂解.通过对菌株 Pseudomonas stutzeri AN1 基因
文库的克隆和亚克隆实验
1
得到一个携带 6.1kb插入片段的质粒 PLIB113 对 Escherichia coli 
HB101 PLIB113 的酶活实验显示水杨酸是通过 C230和水杨酸水解酶 SH催化降解的 且
C230基因位于 SH基因的下游.以 xylE 在 TOL质粒 pWWO中编码 C230 和 nahG (在 NAH
质粒 pWW60中编码 SH)为探针与上述 6.1kb插入片段杂交 显示该片段与二者均有同源性
但该片段来自于质粒还是染色体还不得而知  
Hedlund 等(1999)发现海洋萘降解菌 Neptunomonsa naphthovorans NAG-2N-126 和
Neptunomonsa naphthovorans NAG-2N-113虽然在萘双氧酶大亚基的氨基酸序列上有高度同
源性 97.6% 但前者不能降解菲 后者却不仅能降解菲 而且能以菲为唯一碳源和能源
并能转化 2 甲基萘 预示着代谢途径的巨大差异可能只源于几个关键的氨基酸 而菌
株 NAG-2N 13中可能包 不止一个双加氧酶-1 含 因此能降解更多的芳香化合物 从这两个菌
株克隆的双加氧酶基因可能与公认的假单胞菌 ah途径的基因很接近n  
Rossello等 1994 分离到一株降解萘的海洋细菌 Pseudomonas s
6-二
tutzeri AN1O 并证实
该菌株的降解基因由染色体编码 与通常的由质粒编码萘降解途径不同 Bosch等 1999
获得了菌株 AN10萘降解上游途径 nah Aa Ab Ac Ad BFCED 核酸序列 图 1-3 000年
又报道了 AN10整个萘降解途径下游的序列分析 图 1-4 从而得到了第一个完整的萘降解














19个基因编码 它们组成两个操纵子 第一个 nah Aa Ab Ac Ad BFCED 编码萘降解为水
杨酸途径的酶 二个 nah GTHINLOMKJ 编码经间位裂解途径将水扬酸降解为丙酮酸和
乙酰 CoA 时所需的基因产物 菌株 AN10 中编码萘降解途径的基因结构与其它已得到良好




萘 经过 NahA NahB NahC NahD NahE和 NahF的连续作用产生水杨酸和丙酮酸 水
杨酸可通过 2种水扬酸水解酶 ahG和 NahW生成儿茶酸N 儿茶酸通过 NahH开环 再通过
间位裂解途径转化为丙酮酸和乙酰 CoA  
      
第




图 P.stutzeri AN10萘降解上游途径基因结构 示意  
Fig.1-5: G r f N10 
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图 P.stutzeri AN10萘降解下游途径基因结构 示意  
Fig.1-6: G r f N10 
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enetic o ganization of naphthalene-degration lower pathway o  A
abuchi和 Harayame 1998 报道了 Norcardioides sp strain KP7在菲降解途径中编码
1-羟 基基-2-萘双加氧酶的 phdI 因 码反-2 -羧基苯亚甲基丙酮酸盐水合酶-醛缩酶的 phdJ
基因和编码 2-羧基苯甲醛脱氢酶的 phdK基因的核酸序列 该基因簇 phdIJK 为一段 6.2kb
的 DNA  
随后 Saito
编
等(1999)报道了 Nocardioides sp.strain KP7编码降解菲为 1-羟基-2-萘的另一
个基因簇 phdEFABGHCD 的核酸序列 该基因簇位于 phdIJK 的下游 6.1KB 处.同时 Saito
对 phdA phdB phdC phdE phdD hdF phdG phdH等基因的产物及功能也进行了分
析 并将 phdABCD转入大肠杆菌中 大肠 菌 E.coli BL21 DE3 获得了降解菲的能力  




物降 的解过程的第一步所必须 而且具有相似性 有关编码双加氧酶的基因 有的已经被克
隆并进行了序列分析 有的已经被证实位于某类特定质粒 如 TOL NAL簇 上 但有关
高分子量多环芳烃降解基因的报道还很少 已证实在一些 单胞菌中与菲假 蒽转化有关的






构建一 传些可改善土著的微生物性能的遗 功能菌外 分子技术还能对生物降解监测和降解优
化产生有益作用  
克隆的结构基因可作特定微生物和降解代谢途径的基因探针 克隆的调节基因尤其有
用 因为这些基因可探测特定的调节特征 从而迅速阐明诱导剂的类型 而诱导剂对激活所
期望的降解能力是必需的 张从 2000 编码关键酶或调节蛋白的核苷酸序列 使得可设
计用于快速检测和确定在特定地区出现的微生物种类的特殊 PCR引物 Atlas, 19 2; Shen9
1998 已证明在菌落印记杂交中 可以方便地检测含 Tol 质粒的恶臭假单胞菌













片段与 2个探针 NA均有同源性D Rossello-Mora等(1994)以 nahA NO 和 nahH C230 基
因为探针 与 6个萘降解菌株的质粒杂交 发现菌株 P.stutzeri 19SMN4 质粒含 nahH基
因
的 有
同时 以芳香环降解基因探针 nahA nahG和 nahH与 12个 P.stutzeri菌株的总 DNA酶
切片段杂交 不但定位了阳性酶切片段所 带的降解基因携 而且发现所有菌株中降解基因均
有同源性  
萘降 基解 因已用于检测活性污泥中萘降解细菌的数量 Atlas, 1992 从费氏弧菌获得
Lux基因编码产生荧光酶系统 插入到 P. fluosencens萘降解质粒的编码水杨酸羟化酶的基因
中 新形成的质粒表达荧光酶 从而在暴露于萘时产生光 这些菌株已用于生物传感器 以
测定污泥土壤中可生物利用的萘的量 这种系统测量萘的浓度是快速的 并可测到 45 10-9




至今 虽然对三个左右的并合芳香环的 PAHs有较深入的认识 但对更高分子量的 PAHs
的研究并不广泛(Harayama 1997) 由于其自身的结构和特性 高分子量的 PAHs在环境中较
稳定 难于被降解 而被列入难降解物 研究表明 在自然界中能矿化多环 PAHs并以其作
为唯一碳源和能源的微生物也比较少 现有的突破 1980年之后的研究才报道的是 环境中
存在的 PAHs 多以多组分存在 许 四环或多环高分子量 PAHs 的降解是以共代谢多




1 共代谢降解过程的 理机  
Leadbetter和 Foster 1959 最早提出了共代谢现象 并命名为共氧化 cooxidation ,
这个定义描述了微生物能氧化底物却不能利用氧化过程中的能量维持生长的过程 后来
Jensen 扩展其内涵 提出共代谢 Cometabolism 概念 在有其他碳源和能源存在的条件




而不考虑微生物是否有活性 是否有能力共代谢这些化合物 因此 共代谢现象的提
出影响到人们对难降解有机物的定义 许多微生物都有共代谢的能力 各种各样的底物都
可被利用 其降解反应可能涉及除氧化作用外的各种反应 因此 微生物不能依靠某种有
机污染物生长并不意味着这种污染物能够抵抗微生物的攻击 因为当存在其他底物时 这
种污染物就会通过共代谢作用而生物降解 金志刚等 1997  
目前提到共代谢 就是指微生物的 生长基质 和 非生 基长 质 共酶 或是在污染物
完全氧化成 CO2和水的过程中有多种酶或微生物参与 生长基质 和 非生长基质 共酶




完全氧化产物 这种不完全氧化产物进而可以被别的微生物利用并彻底降解 夏淑芬 1988
因而在纯培养时的共代谢只是一种截止式转化 dead-end transformation ,而在混合培养和自
然环境中 这种转化可以为其他微生物所进行的共代谢或其他微生物降解铺平道路 以共代
谢方式使难降解污染物经过一系列微生物的协同作用而得到彻底分解 因此 微生物的共代
谢作用可能存在以下几种情况 1 靠降解其他有机物提供能源或碳源 2 与其他微生物
协同作用 3 由其他物质的诱导产生相应的酶系  
有人提出假设 用易于被微生物利用的底物维持 PAHs降解菌的生长 这些降解菌的
大量生长繁殖可以提高 PAHs的降解率 Tittle等 1995 PAHs生物降解过程中 加氧酶













法 Porte等 1991 Ferry等 1986 投加基质类似物 生长基质 是针对代谢酶的可诱
导性而提出来的 曾有许多报道表明细菌内的烃氧化系统可以被烃以外的底物诱导 酶的
诱导物中有些需要分子氧 有些不需要 巩宗强等 2000  
共代谢降解的机制目前研究的并不深入 有些解 还是 设释 假 性的 Tittle等 1995 还
有待于进一步研究  
 
2 共代谢降解 PAHs的研究进展 
历Perry(1979)介绍了共氧化的来 并报道了加氧酶系可以在底物的诱导下降解其他有机
物质 而 PAHs苯环的断开通常是通过加氧酶在环内加入氧原子完成的 这也说明底物对微
生物内普遍存在的加氧酶的诱导作用 就是 PAHs 共代谢降解过程的一部分 1988 年
Heitklanp等第一次从环境中分离到一株能广泛降解 PAHs(也包括 4个芳香环的)的菌株 他
们是从油田附近的沉积物中分离到一株革兰氏阳性杆菌 当它在无机营养物中生长 2周后能
通过共代谢方式降解一系列 PAHs(0.5mg/l) 包括荧蒽 芘 1-硝基芘 3-甲基-蒽 二苯并
(a,h)蒽等  
同样是在 1988年 Mahaffey在实验中观察到 Beijerinckia sp.菌株不能以苯并蒽作为碳
源和能源生长 但在有联苯 水杨酸作为诱导底物生长后可以氧化苯并蒽 水杨酸的存在还
能提高 Pseudo onas putida NCIB9816降解荧蒽和苯并芘的能力m Mahaffey首次提供了高分
子量 PAHs降解过程中环裂变的直接证据 采用联苯 m-二甲苯 水杨酸盐诱导 Beijierinckia 
sp菌株 B1把苯并(a)蒽氧化成三种 o-羟基 多芳香酸- 通过核磁共振和质谱分析分别确定为
1-羟基-2-蒽酸 2-羟基-3-菲酸 3-羟基-2-菲酸 利用[14C]- 苯并(a)蒽的矿化实验也显示有
14CO2的形成  
Mueller通过实验第一次证实1989年 细菌以含 4个或更多个芳香环的 PAHs作为唯
一碳源和能源是可能的 他们在杂酚油污染的土壤中分离到的由 7种细菌组成的群落可以利
用荧蒽 在荧蒽中生长的该群落也能生物转化浓度在 0.3-2.3mg/l范围内的其它 17种 PAHs
而在这 7 种 PAHs 中有些是不能直接被微生物利用的1 它们的降解应是以共代谢方式进行
的 微生物群落中的微生物起到了不同的作用 有的提供了加氧酶及其它降解酶 有的提供
了生长因子  
因为 PAHs 及其代谢中间产物结构的相似性 可以预测在一系列降解 PAHs 的微生物
中存在着功能类似的加氧酶或降解途径 Mueller,1989 Mueller在 1994年的研究中发现





Bouchez等 1995 分离出 6种细菌 这些细菌至少能以如下 6种 PAHs 萘 芴 菲




缓 PAHs之间的抑制现象 他们认为共代谢是 PAHs降解的一个重要特征 它普遍存在 扩
展了微生物所能降解的有机物范围  
Robert (1997)把苯并(a)芘和原 混油 合后投入清洁土壤 利用土著微生物进行降解 他
将苯并(a)芘的降解解释为共代谢氧化和随后的一些烃类降解菌的共生体代谢作用的结果
在 2000年的研究中 Robert发现 混合培养微生物在有柴油存在的基质中 可将 7-14C苯并
芘矿化为 14CO2 添加浓度为 0.0 7-0.2%的柴油0 可以使浓度为 10mg/L苯并芘的矿化率在
两个星期的时间内达到 33-65% 对混合培养微生物的 PCR-DGGE分析表明有 8种微生物
在不同的阶段参与了苯并(a)芘的矿化  
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